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合速率增加；细胞周期无显著变化；胞内 ROS 显著降低，最低可达 49.1%；在 H2 O2 氧化损伤下细胞活力明显恢复，
活力最高达到 119%。上述结果表明条纹斑竹鲨鱼皮多肽对 HaCAT 细胞的多项生理生化活性具有促进作用，可为其开
发作为功能性皮肤敷料提供理论依据。  
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Effects of hydrolytic peptides from Chiloscyllium plagiosum skin on physiological 
and biochemical activities of human immortalized keratinocytes (HaCAT cells) 
XU Xinheng1 , WANG Yue2 , LÜ Pengfei1 , WANG Tongxin 1,  
WANG Baoxuan1 , ZHUANG Jiangxing3 , CHEN Qingxi1  
(1. School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361102, China; 2. Tekwon Genetic Technology Co., Ltd., Xiamen 361000, C hina; 3. College 
of Medicine, Xiamen University, Xiamen 361102, China) 
Abstract  In this study, bio-effects of hydrolytic peptides powder from Chiloscyllium plagiosum sharks (white-spotted 
bamboo sharks) skin on human immortalized keratinocytes (HaCAT cells)  were investigated in aspect of cell activity, 
proliferation, migration, cell cycle, intracellular reactive oxygen species (ROS) and oxidative protection assay. The results  
showed that the activity of HaCAT cells increased significantly after exposed to th e peptides, and the maximum activity was 
increased to the rate of 144%. The ability of cell monoclonal proliferation was significantly enhanced. The wound healing rat e 
of cell scratches increased. There was no significant change in cell cycle. Intracellula r ROS decreased significantly, with the 
minimum reaching 49.1%. Under the oxidative damage of H2O2, cell activity was significantly restored with the peptides 
treatment, the highest activity reaching 119%. This research indicates that C. plagiosum skin hydrolytic peptides can promote 
multiple physiological and biochemical activities of HaCAT cells, providing a theoretical basis for the application at 
functional skin dressings. 




























细胞培养试剂：DMEM 培养基（美国 Gibco 公司），优级胎牛血清（澳大利亚 AusGeneX 公
司），青霉素-链霉素混合液（美国 Hyclone 公司），Trypsin-EDTA 消化液（美国 Hyclone 公司），





1.2 仪 器 
酶 联 免 疫 检 测 仪 （ Thermo Fisher MULTISKAN GO ， Thermo 公 司 ） ， 冷 冻 干 燥 器
（FREEZONE18，LABCONCO 公司），超低温冰箱（Forma 902-VL7S，Thermo 公司），相差倒置显
微镜（Nikon TE2000，Nikon 公司），流式细胞仪（Beckman Coulter FC500，Beckman 公司），CO2
气体培养箱（Thermo Fisher Forma 3111，Thermo 公司） 
1.3 方 法 
1.3.1 细胞培养 
在 DMEM 培养基中加入胎牛血清至终体积分数为 10%，添加青链霉素混合液至终体积分数
1%，以此配成完全培养基，每 2~3 d 为 HaCAT 细胞更换培养基，于温度 37 ℃，CO2浓度 5%（体积
分数）的培养箱中培养。 
传代：当细胞生长至汇合度大于 70%时按 1:3 的比例传代，用消化液于 37 ℃消化细胞约 8~10 
min，加入完全培养基停止消化，移液器吹打使细胞完全悬浮，收集悬液，270 g 离心 3 min（下文称
为常规离心），弃去上清，完全培养基重悬细胞并分皿。后文提及的消化收集步骤同上。 
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胞培养皿，放入培养箱内，培养至细胞贴壁完全后，再次更换培养基，之后 2~3 d 更换一次培养基。 
1.3.2 条纹斑竹鲨鱼皮多肽的制备 
将条纹斑竹鲨活体敲击头部致死后尽快剥下皮肤，尽量剔除与皮肤相连的肉，然后将皮肤剪成约
1 cm×1 cm 小片，每 100 g 皮肤组织加入 1 L 10%（体积分数，下同）异丙醇水溶液浸泡 12 h 以除去
脂类物质，期间每隔 3~4 h 猛烈振荡一次。之后更换新的 10%异丙醇水溶液并再浸泡 12 h，振荡操作
同上。倒去浸泡液，用超纯水冲洗直至无异丙醇气味。将组织在 1 L 超纯水中煮沸 30 min，期间不断
搅拌并补充超纯水，使体积维持在 1 L。冷却后，将组织和清汤匀浆 3 min 形成匀浆液。然后用稀
HCl 调节 pH 至 5.0，超纯水定容体积至 1 L。向匀浆液中加入 5 g 木瓜蛋白酶，置于 50 ℃恒温环境下
酶解 4 h，然后煮沸 20 min 以停止酶解。所得酶解液以 12000 r/min 离心 25 min，分离上清和沉淀，
得到淡青色澄清透明液体，冻干后获得白色多肽粉末。 
1.3.3 细胞活力检测 
消化收集指数生长期的 HaCAT 细胞，以 1×104个/孔的细胞数目铺入 96 孔板，每孔含 100 μL 完
全培养基，各组设置 5 个平行孔，放入细胞培养箱。待细胞贴壁后，阴性对照组加入 100 μL 完全培
养基，即多肽浓度为 0 mg/mL，细胞正常培养；多肽剂量组加入 100 μL 用完全培养基溶解的多肽粉
末，使各组终浓度分别达到 0.2，0.4，1.0，2.0，3.0 和 4.0 mg/mL；另有空白对照组为既无细胞也无
多肽的 200 μL 完全培养基，用于消除培养基颜色带来的背景误差。培养箱中孵育细胞 24 h 后，每孔
加入 20 μL 5 mg/mL MTT，继续孵育 4 h 后吸出所有液体，每孔加入 150 μL DMSO，然后在酶标仪内









消化收集指数生长期的 HaCAT 细胞，用完全培养基稀释浓度至 2000 个/mL，并充分吹打使细胞
分布均匀，去除细胞间黏连，每个 6 cm 培养皿接种 5 mL，贴壁过夜。用终浓度分别为 0，0.5，1 和
2 mg/mL 的条纹斑竹鲨鱼皮多肽处理细胞，置于培养箱中孵育 14 d，使其形成细胞单克隆集落。弃去
培养基，PBS 洗涤细胞一遍，无水甲醇固定 20 min，吸去甲醇，加入吉姆萨染液室温染色 20 min，吸
去染液，PBS 洗 3 遍，自然风干，拍摄集落。 
1.3.5 细胞划痕迁移实验 
将 HaCAT 细胞铺于 6 孔板，每孔 2 mL，使贴壁后细胞汇合度达到 90%~100%。待细胞贴壁后用
10 μL 无菌枪头在孔板内表面垂直沿直线划痕，使得划痕宽度均匀一致，且力度控制在不刮损内表
面，防止因表面损伤而不利于细胞向此处迁移。PBS 清洗 2 遍细胞，加入不含血清的 DMEM 培养基
后在显微镜下拍摄划痕。用终浓度为 0.1，0.5，1.0，4.0 mg/mL 的条纹斑竹鲨鱼皮多肽处理细胞，维
持细胞培养在不含血清 DMEM 培养基中，36 h 后在相同倍数下再次拍摄划痕。对比处理前后划痕位
置的变化情况，检测细胞迁移能力。 
1.3.6 细胞周期变化检测 
消化收集指数生长期的 HaCAT 细胞，接种 2 mL 于细胞 6 孔板，使细胞贴壁后汇合度约为
40%，培养箱孵育过夜。各组分别用终浓度为 0，0.1，0.5，1.0 和 2.0 mg/mL 的多肽作用于细胞 24 
h，收集上清中漂浮的死细胞，与消化后收集的活细胞混合，重悬于 EP 管中，常规离心，PBS 洗一
遍，再次离心后用-20 ℃预冷的 70%（体积分数）乙醇重悬，静置于 4 ℃约 1 h。常规离心，收集沉
淀，PBS 洗涤 2 次，确认无乙醇气味后，用 500 μL PBS 重悬细胞。加入 5 μL 10 mg/mL PI 染液和 2.5 
μL 20 mg/mL RNase A，避光室温孵育 20 min，300 目尼龙网过滤细胞，上样至流式细胞仪检测细胞
周期的变化。 
1.3.7 细胞 ROS 检测 
用碧云天活性氧检测试剂盒检测，将 HaCAT 细胞以 30%~50%的汇合度接种进 6 孔板，置于细胞
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培养箱孵育至完全贴壁。用 0，0.1，0.2，0.5，1.0 和 2.0 mg/mL 浓度的条纹斑竹鲨鱼皮多肽处理贴壁
细胞 48 h 后，消化收集细胞，PBS 洗涤 2 遍。按照 1:1000 用无血清培养基稀释 DCFH-DA，使终浓
度为 10 μmol/L。悬浮细胞于稀释好的 DCFH-DA 中，37 ℃孵育 20 min。每隔 3~5 min 振荡混匀。离
心去除 DCFH-DA，用无血清培养基洗涤细胞 1 次，无血清培养基重悬，300 目尼龙网过滤后，使用
488 nm 激发波长，525 nm 发射波长于流式细胞仪检测荧光。 
1.3.8 细胞氧化损伤检测 
细胞铺板方法同 1.3.3 小节步骤。细胞贴壁后加入条纹斑竹鲨鱼皮多肽使终浓度分别为 0，0.1，
0.3，0.5，0.7，1.0，2.0，3.0 和 4.0 mg/mL，每个浓度设置 6 个平行，同时设置空白对照组（细胞正
常培养，多肽和 H2O2 均用等体积完全培养基替代），处理细胞 24 h。加入终浓度为 600 μmol/L 的
H2O2 损伤细胞 12 h。之后吸去全部培养基，更换完全培养基 200 μL，每孔加入 5 mg/mL MTT 20 
μL，培养箱孵育 4 h 后弃去，加入 DMSO 150 μL/孔，在酶标仪上振荡使蓝色甲臜充分溶解，并在 490 
nm 下检测 OD 值。根据 1.3.3 小节中细胞活力计算公式得出相对细胞活力，检测多肽对损伤的保护效
果。 
1.3.9 统计学分析 
采用 Graphpad Prism 软件制作图形，SPSS 22.0 进行单因素 ANOVA 和 LSD 多重比较方法分析对




当条纹斑竹鲨鱼皮多肽处理细胞 24 h 后，发现随着多肽浓度的上升，细胞活力总体呈增加趋势
（图 1），该结果说明条纹斑竹鲨鱼皮多肽对 HaCAT 细胞活力具有促进作用，其中 2 mg/mL 条纹斑竹
鲨鱼皮多肽促进作用最强，可以使细胞活力提升 44%。 
 
与对照组相比，*表示 p<0.05，**表示 p<0.01，***表示 p<0.001 
图 1  条纹斑竹鲨鱼皮多肽对 HaCAT 细胞活力的作用 
Fig. 1 Effects of peptides from skin of C. plagiosum on viability of HaCAT 
2.2 条纹斑竹鲨鱼皮多肽对细胞单克隆增殖的影响 
单细胞无法肉眼可见，只有持续分裂至一定数量才能被肉眼观察，所以观察到的集落越多代表细
胞单克隆增殖能力越强。条纹斑竹鲨鱼皮多肽作用细胞持续 14 d 后用吉姆萨染色，发现多肽处理后
的 HaCAT 细胞单克隆集落存活数量明显增多，其中 1.0 mg/mL 效果最显著，2.0 mg/mL 效果有所下
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图 2 狗鲨鱼皮多肽对 HaCAT 细胞增殖的影响 
Fig. 2 Effects of peptides from skin of C. plagiosum on proliferation of HaCAT 
2.3 条纹斑竹鲨鱼皮多肽对细胞划痕迁移的影响 
采用血清饥饿法培养细胞时，细胞由于缺乏有丝分裂因子等生长因子的作用将不会持续分裂，细
胞周期被阻断在 G0 期[13]，细胞划痕的愈合此时将取决于细胞的迁移 [14]。随着多肽浓度的增加，细胞
逐渐向划痕内迁移使得划痕变窄（图 3），表明条纹斑竹鲨鱼皮多肽具有促进 HaCAT 细胞迁移的作
用，且在多肽浓度 0~4 mg/mL 内迁移距离与浓度呈现正相关。 
 
36 h 拍摄的划痕与 0 h 位置相同；柱状图所示为 0 h 和 36 h 各组划痕平均宽度；与对照组相比，*表示 p<0.05，***表示 p<0.001。 
图 3 条纹斑竹鲨鱼皮多肽对 HaCAT 细胞划痕愈合的影响 












 如图 4 所示，不论药物浓度如何变化，HaCAT 细胞的周期时相分布没有发生显著变化，各
多肽剂量组与对照组比较并无差异，这一结果表明条纹斑竹鲨鱼皮多肽在 24 h 内没有抑制细胞有丝
分裂的作用，也没有导致细胞的异常增生。 
 
(a)~(e)流式图中 G1 期为左侧较高的红色峰，G2 期为右侧较低的红色峰；a. 0 mg/mL，b. 0.1 mg/mL，c. 0.5 mg/mL，d. 1 mg/mL，e. 
2 mg/mL；(f)柱状图显示各组 3 个时相分布比例。 
图 4 条纹斑竹鲨鱼皮多肽对细胞周期的作用 
Fig.4 Impact of peptides from skin of C. plagiosum on cell cycle of HaCAT 
2.5 条纹斑竹鲨鱼皮多肽对细胞 ROS 的影响 
如图 5 所示，在多肽作用细胞 48 h 后，流式细胞仪检测发现胞内 ROS 显著降低，在浓度为 0.1 
mg/mL 时效果就呈现出极显著差异（p<0.01），浓度达到 0.2 mg/mL 时 ROS 相对含量进一步降低，
之后随着浓度的增加，ROS 相对含量在对照组 50%的水平波动，最低达到 49.1%（1 mg/mL 时）。结
果说明，条纹斑竹鲨鱼皮多肽能显著降低细胞内 ROS，效果先随浓度提升而增强，后趋于稳定，稳定
最低浓度为 0.2 mg/mL。 
 
(a)~(f)流式图中 a. 0 mg/mL，b. 0.1 mg/mL，c. 0.2 mg/mL，d. 0.5 mg/mL，e. 1.0 mg/mL，f. 2.0 mg/mL；(g)图(a)~(f)的叠加；(h)柱状
图统计各浓度下 ROS 相对含量。 
图 5 狗鲨鱼皮多肽对胞内 ROS 含量的影响 
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2.6 条纹斑竹鲨鱼皮多肽对细胞氧化损伤的保护作用 
如图 6 所示，在没有加入多肽时， 600 μmol/L H2O2 损伤细胞可导致细胞活力降低至
26.08%±5.84%，在各多肽剂量组中，随着多肽浓度的增加，细胞活力相较于对照组显著增加，当浓度




多肽作用细胞 24 h 后无需弃去，直接加入 H2O2至终浓度 600 μmol/L 再处理 12 h；***表示 p<0.001。 
图 6 条纹斑竹鲨鱼皮多肽对受 H2O2氧化损伤的 HaCAT 细胞的作用 
Fig.6 Effects of peptides from skin of C. plagiosum on HaCAT treated with H2 O2  
3 讨 论 
条纹斑竹鲨鱼皮多肽作为一种海洋鱼类蛋白，富含胶原蛋白水解成分，具有多种生物活性作用。















ROS 包括超氧自由基（O2.-）、过氧化氢（H2O2）、羟自由基（OH-）等，其中 O2.-和 H2O2 是细






肽能有效清除内源性 ROS，高浓度可使内源性 ROS 低于 50%，并保护细胞免受外源性 ROS 损伤，维
持细胞活性。 
4 结 论 
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